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探究白藜芦醇对小鼠皮层神经元兴奋性的影响
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摘要：目的 探究白藜芦醇对小鼠皮层神经元兴奋性的影响。方法 取 1 月龄雄性小鼠制备小鼠急性大脑前额
叶皮层切片后，随机分为空白对照组与白藜芦醇组。实验过程中对照组不做处理，白藜芦醇组灌流液加入终浓
度为 100 μmol · L-1 的白藜芦醇溶液。采用电生理全细胞记录模式分别记录两组神经元的兴奋性突触后电流
（sEPSC）、动作电位（AP）以及 Cl-电流。结果 与对照组比较，白藜芦醇组兴奋性电流幅度（Amplititude）与频率
（Frequency）均降低，梯度电流刺激诱发的 AP 数目减少，Cl-电流的幅度与频率也明显降低。结论 白藜芦醇具
有抑制小鼠皮层神经元兴奋性的作用，其机制可能是抑制神经元兴奋性电流的作用优于抑制 Cl-电流的作用。
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Exploring the Effects of Resveratrol on the Excitability of Mouse Cortical Neurons
LU Ping1，LUO Yi1，SONG Lei1，XIONG Sha1，HUANG Wei1，SUN Hao2，WANG Qi1 （1. Clinical Pharmacology
Institute， Guangzhou University of Traditional Chinese Medicine， Guangzhou 510405 Guangdong， China； 2.
Xiamen University，Xiamen 361102 Fujian，China）
Abstract：Objective To study the effects of resveratrol on the excitability of mouse cortical neurons. Methods The
acute prefrontal cortex slices of mice were prepared from 1-month old male mice，and randomly divided into control
group and resveratrol group. With electrophysiological recording， the resveratrol group was treated with a final
concentration of 100 μmol · L- 1 of resveratrol solution while the control group was not treated. The spontaneous
excitatory postsynaptic current（sEPSC），action potential（AP）and the chloride current of the two groups of neurons
were recorded respectively. Results Compared to the control group， the amplitude and frequency of excitatory
current in the resveratrol group were reduced，and the number of AP induced by gradient current stimulation was
also decreased， the amplitude and frequency of chloride current were also significantly reduced. Conclusion
Resveratrol can inhibit the excitability of mouse cortical neurons. The mechanism may be the inhibition to the
excitatory current of neurons is stronger than that of chloride current.
Keywords： Resveratrol； neuronal excitability； spontaneous excitatory postsynaptic current； action potential；
chloride current
白藜芦醇（Resveratrol），3，5，4’-三羟基均二
苯乙烯，是具有芪结构的非黄酮类天然多酚，1940
年 Takaoka 在毛叶藜芦根部分离提取后首先探明了
它的化学结构 [1]。目前研究认为白藜芦醇具有抗
炎、抗氧化、抗癌、保护心血管、保护神经、抗肥
胖、抗糖尿病、免疫调节等作用 [2]。在中枢神经系
统中，白藜芦醇可通过调节 Na+、Ca2+、K+等各种离
子通道 [3]，或者是通过调节神经递质 [4，5]来影响神经
·· 542
中药新药与临床药理2019年5月第30卷第5期
元的兴奋性。神经元兴奋性参与神经系统的兴奋-
抑制平衡 （E/I 平衡）。研究发现，E/I 失衡，与癫
痫、阿尔茨海默病、精神分裂症、孤独症谱系障碍
等许多神经系统疾病的发生关系十分密切 [6，7]。因
此，探究白藜芦醇对神经元兴奋性的影响具有十分
重要的意义，本实验通过电生理技术观察白藜芦醇
对神经元兴奋性的作用，并探讨其机制。
1 材料与方法
1.1 动 物 C57BL/6J 野生型雄性小鼠， 1 月龄，
16～18 g，清洁级，购自于厦门大学实验动物中
心，生产许可证号：SCXK（闽）2013-0001。所有小
鼠按照标准的动物饲养规范要求进行饲养，使用标
准小鼠笼具（每笼只数≤5）并定期进行更换垫料，清
洗老鼠笼子，无限量提供水和饲料。饲养光条件：
光照 12 h 和黑暗 12 h。饲养温度：控制在 22～
25 ℃范围内。饲养湿度：空气湿度约在 50%。
1.2 药物与试剂 白藜芦醇购于美国 Sigma 公司，
货号：R5010，规格为 100 mg。将白藜芦醇粉末溶
于二甲基亚砜（DMSO），配制浓度为 100 mmol·L-1的
母液储存，待实验需要时则根据实验浓度取适量
溶于灌流液中。本实验中白藜芦醇终浓度为 100
μmol·L-1（DMSO < 0.1%）。电生理实验灌流液为人工
脑脊液（Artificial Cerebrospinal Fluid，ACSF），具体
成 分 为 ： NaCl 8.766 g · L- 1， KCl 0.3727 g · L- 1，
MgCl2·6H2O 0.203 g·L-1，CaCl2 0.222 g·L-1，葡萄糖
酸钾 1.802 g·L-1，HEPES 2.383 g·L-1。电极内液选
用 3 种，一种是铯内液，用于记录 sEPSC，具体成
分为：CsCH3SO3 31.920 g·L-1，MgCl2·6H2O 0.406 g·L-1，
TEA-Cl 0.828 g · L- 1，HEPES 2.384 g · L- 1，EGTA
0.380 g·L-1，MgATP 1.268 g·L-1，Na2GTP 0.157 g·L-1；
一种是含大量 ATP 的普通电极内液，用于记录 AP，
具体成分为：葡萄糖酸钾 32.795 g·L-1，MgCl2·6H2O
0.407 g·L-1，CaCl2 0.011 g·L-1，Na2ATP 1.210 g·L-1，
Na2GTP 0.157 g·L-1，EGTA 0.418 g·L-1，HEPES 2.383
g · L-1。另一种是可放大 Cl-电流信号的高氯铯内液，
用于记录神经元细胞膜上的 Cl-电流，具体成分为：
CsCl 23.570 g·L-1，MgCl2·6H2O 1.017 g·L-1，MgATP
2.536 g·L-1，Na2GTP 0.157 g·L-1，QX314 3.433 g·L-1，
EGTA 0.380 g·L-1，HEPES 2.383 g·L-1。
1.3 仪器 VT1200S 型振动切片，德国 Leica 公司；
ISO-Flex 型隔离器，以色列 A.M.P.I 公司；MF-900
型微电极抛光仪、VC-9 型示波器，日本 Narishige
公司；Miniplus 3 型微型蠕动泵，美国 Glisin 公司；
微型细胞灌流槽，美国 Warner 公司；AxioSkop 2
plus 型正置荧光显微镜，德国 Carl Zeiss 公司；
MultiClamp 700B 型膜片钳放大器，Digidata 1440A
型 AD/DA 转换器，HS-2A 型、1-HL-U 型放大器探
头，美国 Axon 公司；硅酸盐玻璃电极（货号：
BF150-86-10），P-97 型微电极拉制仪，MX160L
型、MX160R 型粗调操纵仪，MP-285/R 型、MPC-
385-2 型微调操纵仪，美国 Sutter 公司；DK-8D 型
电热恒温水槽，上海精宏实验设备有限公司；
Purelab 3060 型 纯 水 系 统 ， 英 国 ELGA 公 司 ；
ME4001 型电子天平，瑞士 Mettler Toledo 公司；C-
MAG HS4 型磁力搅拌器，德国 IKA 公司。
1.4 方法
1.4.1 小鼠急性脑片的制备 取 1 月龄的雄性野生型
小鼠，用异氟烷深度麻醉后，立刻断头，将小鼠脑
袋置于冰上，用眼科镊小心、快速地剪开头皮、掀
开颅骨，充分暴露小鼠脑组织。用弯镊轻轻将整个
脑组织完整取出，迅速放入处于冰水混合状态、含
饱和氧气的 ACSF 中，持续通入 95% O2+5% CO2 混
合气体。去除小脑，用速干胶水粘在切片槽中，进
行冠状切片。选择大脑前额叶皮层部位的脑片，大
脑切片厚度为 400 μm，切片完成后将脑片置于持续
通入 95% O2+5% CO2 混合气体的 ACSF 中，放入
32 ℃恒温水浴槽中孵育 30 min，调整神经元状态以
利于下一步实验进行。
1.4.2 全细胞记录模式的形成 通过 5 步拉制法拉制
出玻璃电极，充灌电极内液后电极的阻抗为 3～10
MΩ。在高倍显微镜下选定活性好、细胞膜表面平
整的皮层神经元，通过粗调操纵仪和微调操纵仪将
充了正压的玻璃电极移至神经元附近，撤除正压，
玻璃电极下移接触神经元细胞膜，给予玻璃电极负
压，使玻璃电极尖端紧紧吸附住细胞膜，电极阻抗
快速上升，直升至 1～2 GΩ 甚至 4 GΩ 时即形成了
高阻封接，通过负压吸引或者 zap 电击打破细胞
膜，形成全细胞记录模式。
1.4.3 sEPSC 的记录 选用铯内液充灌玻璃电极，在
全细胞记录模式下，将神经元膜电位钳制在-70
mV，待神经元状态稳定后，记录神经元输出的电信
号，即为 sEPSC。
1.4.4 AP 的记录 选用普通电极内液充灌玻璃电
极，在全细胞记录模式下，待神经元状态稳定后，
通过玻璃电极呈阶梯式叠加输入电流（Injection
Current），此时细胞膜电位会相应提高，可引发 1 次
或数次 AP 的产生。本实验中记录叠加输入 10 pA
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电流刺激模式下引发的 AP 轨迹。从输入电流-30
pA 开始，每次增加 10 pA ，增加到输入 120 pA 后
即停止刺激，刺激期间记录细胞 AP 的发生轨迹，
总共记录 18 条细胞 AP 发生轨迹。
1.4.5 Cl-电流的记录 选用高氯铯内液充灌玻璃电
极，在全细胞记录模式下，待神经元状态稳定后，
将细胞膜电位钳制在-70 mV，记录 5 min 神经元的
电流输出情况。
1.5 统计学处理方法 使用 Mini Analysis 和 Clampfit
软件对实验数据进行统计和整理，所有获得的实验
数据均以（x ± s）表示，采用 SPSS 13.0 软件进行统计
分析。使用 Graphpad prism 5 软件制作统计图，采
用 unpaired Student’s t-test 检测数据的显著性差
异，以 P < 0.05 为差异有统计学意义。
2 结果
2.1 白藜芦醇可抑制小鼠皮层神经元 sEPSC、AP 与对
照组相比，白藜芦醇组皮层神经元 sEPSC 的幅度与
频率均有降低，见图 1-A。通过统计学分析，白藜
芦醇组的 sEPSC 的幅度明显减小（P < 0.05），同时
频率也减少（P < 0.01），见图 1-B。而且随着输
入电流的叠加，白藜芦醇组所引发的 AP 数目虽
相应逐渐增加，但增加趋势较缓，见图 1-C。
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图 1 白藜芦醇对神经元兴奋性的抑制作用
Figure 1 Inhibitory effects of resveratrol on neuronal excitability
2.2 白藜芦醇抑制小鼠皮层神经元 Cl-电流 与对照
组相比，白藜芦醇组皮层神经元的 Cl-电流发放幅度
与频率均有降低，见图 2-A。累计曲线图显示，Cl-
电流的幅度累计曲线经过白藜芦醇处理后向左移，
Cl-电流的幅度减少，频率累计曲线向右移，提示
Cl-电流的频率降低，见图 2-B。通过统计学分析，
白藜芦醇组的皮层神经元的 Cl-电流发放幅度明显减
小（P < 0.000 1），同时频率也明显降低（P < 0.01），
见图 2-C。
3 讨论
白藜芦醇广泛存在于葡萄、虎杖、花生等多种
注：与对照组比较，
*
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图 2 白藜芦醇对神经元 Cl-电流的抑制作用
Figure 2 Inhibitory effect of resveratrol on chloride current of neurons
Control
A
Resveratrol
10 pA
1 s
B C Amplltitude/pAControlResveratrol
1.0
0.5
0.0
Cum
ula
tive
Dis
trib
utio
n
Amplltitude/pA Inter-event Interval/s
Control Resveratrol Control Resveratrol
n = 11 n =7
*****
4
3
2
1
0
Fre
que
ncy
/Hz
40
30
20
10
0
Am
plit
itud
e/p
A
0.0 1.0 2.0
1.0
0.5
0.0
Cum
ula
tive
Dis
trib
utio
n
0 20 40 60 80 100
·· 544
中药新药与临床药理2019年5月第30卷第5期
植物的各个部位中。随着研究的深入，人们发现白
藜芦醇具有抗炎、抗氧化、抗肿瘤、保护血管、保
护神经等许多作用，具有十分重要的药用价值 [2，8]。
白藜芦醇的神经保护作用机制则是当前的研究热点。
中枢神经系统中，神经网络通过传导各种兴奋
性或抑制性信号来完成各种生命活动。在生理条件
下，兴奋性与抑制性信号始终处于一个不断变化的
稳态平衡状态，即 E/I 平衡，而神经元兴奋性异常
过高或过低时，该动态平衡被打破（E/I 失衡），则可
能会出现神经系统、精神系统疾病 [6]。谷氨酸
（Glu）、γ-氨基丁酸（GABA）作为中枢神经系统代表
性兴奋性递质与抑制性递质，能通过突触间递质传
递使神经元产生相应的兴奋性电流与抑制性电流，
参与维持 E/I 平衡 [9]。sEPSC 是由突触前膜释放兴奋
性递质后引起的突触后膜兴奋性电流，此时细胞外
的 Na+、Ca2+等阳离子内流或者是胞内 K+外流，细胞
膜电位升高，至阈值时即可引发 AP 的产生 [10]。相
反，当突触前膜释放了大量抑制性递质时，突触后
膜大量 Cl-等阴离子流向胞内，细胞膜内外电位差增
大，形成超极化状态，神经元此时处于抑制性状
态 [11]。因此，可以说 sEPSC 在一定程度上反映了神
经元的兴奋状态，AP 则是神经元兴奋的表现；而以
Cl-电流为代表的抑制性电流则在一定程度上反应神
经元的抑制状态[11，12]。
在白藜芦醇与神经系统疾病的实验研究中，越
来越多的研究发现白藜芦醇能影响神经元的兴奋
性，从而起到神经保护的作用。如有研究 [13]报道，
白藜芦醇可抑制 Glu 的异常释放，直接或间接地抑
制 Glu 受体的三种离子型受体：N-甲基-D-天冬氨酸
（NMDA）、α-氨基-3-羟基-5-甲基-4-异恶唑丙酸
（AMPA）、海人藻酸（KA）受体[14]，增加神经元 AP 的
超极化幅度 [15]，抑制海马 CA1 区的神经元异常增加
的放电活动 [16]，显著减少 Glu 诱导的癫痫样放电 [17]，
逆转癫痫发作期间 NMDA 受体上调、GABA 受体下
调的病理改变[4]；可抑制神经元的 Na+电流[18] ，增加
电导钙激活钾通道介导的 K+电流 [19]，抑制氧糖剥夺
诱导的大鼠海马锥体细胞 sEPSC[20]，降低 NMDA/甘
氨酸诱发的突触后膜电位和 AP 的频率[21]。以上实验
表明，白藜芦醇具有抑制神经元兴奋性的作用。在
本实验中，我们通过电生理全细胞记录模式观察到
白藜芦醇能抑制小鼠皮层锥体神经元 sEPSC、AP
（图 1），也与目前的研究[15]观点一致。
然而，另有研究发现，白藜芦醇可非竞争性、
浓度依赖性、可逆性地抑制大鼠皮层神经元 A 型
GABA 受体（GABAAR）所介导的 Cl-电流[22] ，能够激
活钙激活 Cl-通道[23] ，增强囊性纤维化跨膜传导调节
蛋白介导的 Cl-电流[24]。在本实验中，我们亦观察到
神经元 Cl-电流发放频率以及电流幅度受白藜芦醇的
抑制（图 2），这与白藜芦醇可抑制神经元兴奋性的
主流观点相悖，而目前白藜芦醇与 Cl-电流的相关研
究甚少，这其中的具体机制尚不清楚。我们猜测，
白藜芦醇抑制神经元兴奋性电流的作用优于对抑制
性电流的作用，最终使神经元兴奋性降低；也有可
能同时影响了其他信号通路，使神经元兴奋性呈抑
制状态，具体机制尚需要进一步探究。
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